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Resumen: 

Anticuerpo monoclonal humano que reconoce es- 
pecfficamente la molecula humana CD69, y su uso 
en terapia. 

Anticuerpo monoclonal humano hAIM-29 que reco- 
noce la molecula humana CD69, y su uso en terapia 
humana. 

Un nuevo hibridoma, designado H69, productor de 
un anticuerpo monoclonal humano hAIM-29 (de iso- 
tipo IgM / lambda). El anticuerpo reconoce de 
forma especi'fica a la molecula humana CD69, que es 
un antigeno de activacion muy temprano linfocitario. 
El hibridoma H69 se genero por fusion de celulas del 
mieloma murino NSO con celulas de bazo de un raton 
transgenico portador de secuencias de inmunoglobu- 
linas numanas que habi'a sido inmunizado con una 
suspension de celulas de rata transfectadas con la 
molecula humana CD69. El clon fue seleccionado por 
su patron de reconocimiento celular por inmunofluo- 
rescencia indirecta frente a las celulas de rata trans- 
fectadas y frente a linfocitos activados humanos. La 
presente mvencion podria utilizarse para tratamiento 
de patologfas humanas que conlleve gran activacion 
linfocitaria (enfermedades autoinmunes como la ar- 
tritis reumatoide u otras patologias de tipo inflama- 
torio). 
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DESCRIPCION 

Anticuerpo monoclonal humano que reconoce 
especificamente la molecula humana CD69, y su 
uso en terapia. 

Anticuerpo monoclonal humano hAEVl-29 que 
reconoce la molecula humana CD 69, y su uso en 
terapia humana. 

La presente invencion se reflere a un anticuer- 
po monoclonal humano denominado hAIM-29 
producido por el hibridorna murino H69. El an- 
ticuerpo es del isotipo inmunoglobulina M(IgM) 
con cadenas pesadas y con cadenas ligeras A, 
que reconoce especificamente a la molecula huma- 
na CD 69 que es una protein a que aparece muy 
tempranamente en los linfocitos activados. 
Sector de la tecnica 

Esta invencion hace referenda a una h'nea ce- 
lular de hibridorna que produce un anticuerpo 
monoclonal especifico. El sector de la tecnica 
al que se reflere la invencion se incluye dentro 
del ambito sanitario. La utilization de este an- 
ticuerpo monoclonal en terapia humana, puede 
suponer una considerable ventaja dada la ausen- 
cia de terapias efectivas en muchas enfermeda- 
des autoinmunes y otras patologfas donde exist a 
mucha activacion linfocitaria y puede minimi- 
zar al maximo el riesgo de ser rechazada in- 
munologicamente por el paciente como ocurre en 
la actualidad con la terapia con anticuerpos mu- 
rinos. 

Antecedentes y ejemplos de realizacion de 
la invencion 

Los Dres. Kohler y Milstein describieron en 
1975 el modo de utilizar la tecnologi'a de fusio- 
nar celulas para obtener lmeas celulares hibridas 
(denominados hibridomas) que pudieran crecer de 
forma indefinida en cultivos, secretando anticuer- 
pos monoclonales (Nature 256: 495-497 (1975)). 
Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos ho- 
mogeneos e identicos entre si que tienen la propie- 
dad de unirse a un unico determinante antigenico. 

Los anticuerpos monoclonales tienen significa- 
tivas vent a j as sobre los antisueros convencionales 
con respecto a su especificidad y production, y so- 
bre todo cuando estos anticuerpos van dirigidos 
frente a antigenos de la superficie celular. 

Desde 1975 se han realizado numerosos esfuer- 
zos por generar hibridomas que produjeran an- 
ticuerpos que pudieran ser utiles en terapia hu- 
mana. Sin embargo, la obtencion y aplicacion de 
anticuerpos monoclonales humanos para este pro- 
posito ha encontrado numerosos obstaculos. Las 
tecnicas convencionales de fusion celular/inmuni- 
zacion no podian ser aplicadas con exito en celu- 
las humanas y se han intentado utilizar estrate- 
gias alternativas para producir anticuerpos huma- 
nos que pudieran ser utiles para terapia y que a 
su vez reconocieran un determinado antigeno con 
alta afmidad. Mientras se resolvfan estos proble- 
mas, estan siendo utilizados en terapia anticuer- 
pos generados en ratones o ratas (evitar rechazo 
de trasplante de corazon, en terapia anti tumoral, 
etc.), pero las respuestas inmunes dirigidas contra 
los anticuerpos murinos en estos pacientes, inuti- 
lizan o disminuyen considerablemente la eficacia 
de los anticuerpos monoclonales administrados. 

Para paliar este rechazo a los anticuerpos mu- 



rinos, numerosos labor atorios estan modificando 
sus secuencias, haciendolos quirnericos o huma- 
nizandolos, mediante tecnicas de biologfa molecu- 
lar. Sin embargo, se ariaden numerosos problemas 

5 a este tipo de anticuerpos, la ausencia de glicosi- 
lacion en bacterias, la posible contamination con 
productos bacterianos al introducirlos en terapia 
humana, etc. 

Nuestro grupo ha pretendido obtener anti- 

10 cuerpos monoclonales humanos utilizando para 
ello ratones transgenicos port adores de genes de 
immunoglobulinas humanas. En concreto, nemos 
utilizado la linea de raton BAB5 producida por 
la Dra. Marianne Briiggeman que porta IgM hu- 

!5 mana/kappa/lambda humana y carece de los co- 
rrespondientes genes para la cadena pesada y ca- 
dena ligera kappa murinos, aunque si presentan 
la cadena ligera lambda murina. Estos ratones 
producen immunoglobulina IgM humana y tras 

20 ser inmunizados con antigenos humanos son ca- 
paces de responder generando anticuerpos huma- 
nos (Magadan, S. et al. Biotecniques, en prensa 
en septiembre 2002). 

Decidimos obtener, utilizando estos ratones 

25 transgenicos, anticuerpos monoclonales humanos 
IgM dirigidos especificamente frente a la molecula 
humana CD69. La molecula CD69 es conside- 
rada la giicoproteina de activacion mas precoz 
que aparece en la superficie de celulas leucoci- 

30 tarias, tras ser sornetidas a activacion. Tras la 
estimulacion celular, por ejemplo con un ester de 
forbol como el phorbol myristate acetate 6 PMA, 
la molecula CD69 se expresa en linfocitos, celulas 
natural killer (NK) y en neutrofilos (Cebrian et 

35 al, J. Exp. Med. 168:1621. 1988; Hartnell et 
al., Immunology 80:281.1993), mientras que no lo 
hace en celulas no activadas. La molecula CD 69 
se expresa como un homodfmero unido por enla- 
ces disulfuro (Lopez- Cabrera et al., J. Exp. Med. 

40 178:537.1993), pero su ligando se desconoce. Sin 
embargo, se sabe que CD69 es capaz de inducir 
seriales al interior celular, tales como mcrernento 
de calcio intraceluiar, secretion de citoquinas y 
participation en la proliferacion celular (De Maria 

45 et al., J. Exp. Med. 180:1999.1994). 

Dentro de la patologfa humana, la expresion 
de la molecula CD69 en la superficie de los lin- 
focitos T se ha relacionado con enferrnedades in- 
flamatorias como la artritis reumatoide, la hepa- 

50 tis virica cronica, el lupus eritematoso sisteinico 
o la diabetes insulin dependiente. Asimismo, la 
expresion de CD 69 se ha correlacionado con la 
actividad de la enfermedad y con el comporta- 
miento clfnico tanto en pacientes con artritis reu- 

55 matoide, como en pacientes con linfomas B no- 
Hodgkin (Erlanson et al., Eur. J. Haematol. 
60:125. 1998). De esta forma, agentes dirigi- 
dos frente a la molecula CD 69 podrian ser de 
gran interes terapeutico en enferrnedades donde 

60 existe gran activacion leucocitaria o una alta ex- 
presion de este marcador de activacion. Sin em- 
bargo, aunque desde hace aiios existen anticuer- 
pos de raton dirigidos frente a la molecula CD69 
humana, como el TP 1/55 del Dr. Sanchez Ma- 

65 drid, y estos son relativamente faciles de produ- 
cir, hay numerosas rest ricci ones para poder utili- 
zar esos anticuerpos de raton en terapia humana. 
Los anticuerpos de raton pueden original! una res- 
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puesta inmune en aquellos pacientes que los reci- 
ban, con la production de anticuerpos humanos 
anticuerpos de raton 6 HAMA (del ingles, human 
anti-mouse antibodies), llevando a la inutilidad 
del tratamiento. Estas limitaciones podrian supe- 
rarse utilizando anticuerpos totalmente humanos 
que permitieran su administration repetida, sin 
ios problem as de inmunogenicidad o de respues- 
tas alergicas (Briiggemann, M. and M. J. Taussig. 
1997. Curr. Op. Biotechnol. 8:455). Estos anti- 
cuerpos pueden obtenerse con las tecnicas conven- 
cionales de fusion/clonacion, pero utilizando rato- 
nes modificados geneticamente portadores de ge- 
nes de inmunoglobulinas hum anas, como los uti- 
iizados por nuestro grupo. Estos ratones fueron 
inmunizados con celulas de rata (RBL) transfec- 
tadas con una molecula quimerica hum ana, que 
presenta la portion extracelular de la molecula 
CD69 y la portion intracelular del CD23 tambien 
humano ( Sancho et al., J. Immunol. 165:3868. 
2000). La razon de inmunizar con celulas trans- 
fectadas de forma estable con la molecula CD69 es 
debida a que la estructura molecular del CD69 hu- 
mano sobre la rnembrana de las celulas transfec- 
tadas se asemeja y simula muy bien a la molecula 
de activation CD 6 9 present e en las celulas activa- 
das (Sancho, D. et al 2000. Functional analysis of 
figand-binding and signal transduction domains 
of CD69 and CD23 C-type lectin leukocyte re- 
ceptors. .7. Immunol. 165:3868.). Ademas, arn- 
bas moleculas, la quimerica CD69/CD23 en las 
celulas transfectadas y la molecula nativa CD69 
sobre celulas activadas, son ambas reconocidas 
de forma indistinguible por anticuerpos murinos 
especificos frente a la molecula CD 69 como el 
TP1 /55, lo que permite incluir un control en to- 
dos los experimentos. Asimismo, el poder utilizar 
celulas transfectadas y sin transfectar, permite di- 
ferenciar, al realizar el analisis de la especifltidad 
de los anticuerpos, aquellos anticuerpos que reco- 
nocen a las celulas transfectadas exclusivamente, 
de aquellos otros que reconocen tan to a las celulas 
transfectadas (CD69+), como a las sin transfec- 
tar (CD69-). 

Los ratones, tras ser sometidos a varias inmu- 
nizaciones, se sacriflcaron y sus celulas esplenicas 
se fusionaron con una li'nea de mieloma tumoral 
para finalmente obtener un hibridoma secretor de 
un antic uerpo especffico, el h AIM- 29, frente a la 
molecula human a CD 69. El hibridoma fue de- 
posit ado en la ECACC con el numero de acceso 
definitivo de 01041805. 
Breve descripcion de las figuras 
Figura 1 

La grafica muestra el reconocirniento ceiular 
del anticuerpo hAIM-29 en las celulas RBL trans- 
fectadas con CD 69 humano, celulas RBL no tran- 
sfectadas, linfocitos de sangre periferica y celulas 
Jurkat sin activar o tras activation con PMA, 
comparandolo con el reconocirniento del anti- 
cuerpo murino anti-CD69 (del hibridoma TP1 /55 
del Dr. Sanchez Madrid). 
Figura 2 

A) Dobles marcajes de celulas RBL transfec- 
tadas con CD69 humano enfrentando nuestro an- 
ticuerpo hAIM-29, un anticuerpo comercial mu- 
rino an ti- CD 69 o el anticuerpo murino an ti- CD 69 
del hibridoma TP1/55 del Dr. Sanchez Madrid. 



Se observa una distribution de las celulas de 
acuerdo a su expresion del marcador CD 69 con 
un patron lineal, confirm ando que los tres anti- 
cuerpos reconocen la misma molecula. 

5 B) Confirmation del reconocirniento de la 

molecula CD69 por Western blot. Se realizo 
una inmunoprecipitacion con el anticuerpo mu- 
rino anti-CD69 (del hibridoma TP1/55 del Dr. 
Sanchez Madrid) unido a bolas de sepharosa, de 

10 usados de celulas RBL transfectadas con CD 69 
humano. Se realizo electroforesis en acrilamida 
y transferencia a rnembrana, con posterior incu- 
bation de la rnembrana con nuestro anticuerpo 
hAIM29, y posteriormente un anticuerpo anti- 

25 IgM human a marcado con fosfatasa alcalina y 
BCIP como cromogeno. Se observa que nuestro 
anticuerpo reconoce una unica banda correspon- 
diente a la molecula transfectada de CD 69. 
Explicacion de la invencion 

20 La presente invention corresponde a un nue- 

vo anticuerpo monoclonal humano denominado 
hAIM-29 y/o a un fragmento reactivo del mismo 
(ver aclaracion posterior), que se une o reacciona 
con la molecula hurnana CD 69. El anticuerpo re- 

25 conoce no solo a celulas de rata transfectadas con 
la molecula humana CD69, sino a linfocitos acti- 
vados con ester de forbol, de forma semejante a 
como lo hace el anticuerpo murino anti-CD69 del 
Dr. Sanchez Madrid o a como lo hace un anti- 

30 c uerpo comercial. 

Este anticuerpo reconoce la molecula CD 69 
tanto en tecnicas de inmunofluorescencia indi- 
recta (ver figura 1), como en Western blot e in- 
munoprecipitacion (ver Figura 2). 

35 Como es bien sabido en este campo de inves- 

tigation, un "fragmento reactivo" hace referencia 
tanto a la molecula de anticuerpo entera (IgM), 
como a sus partes de reconocirniento antigenico 
que incluyen el fragmento Fab, (Fab')2 o frag- 

40 mentos Fv. 

La presente invencion proporciona ademas 
una nueva linea de hibridoma designada H69 que 
fue generada por fusion de celulas de mieloma de 
raton con celulas de bazo de un raton transgenico 

45 BAB5 que fue inmunizado con una preparation 
de celulas de rata transfectadas con la molecula 
humana CD 69. Los hibridomas obtenidos fueron 
test ados por su capacidad de secretion de anti- 
cuerpos humanos IgM especificos para la molecula 

50 CD69. El hibridoma fue clonado y se caracterizo 
el anticuerpo que secreta por distintos metodos. 
Asimismo, la h'nea de hibridoma se mantiene en 
cultivo obteniendose el anticuerpo hAIM-29 del 
sobrenadante. Alternativarnente, el anticuerpo 

55 monoclonal hAIM-29 o un fragmento reactivo de 
dicho anticuerpo, puede ser generado inyectando 
la linea de hibridoma H69 en un animal apro- 
piado, recogiendose el anticuerpo o el fragmento 
reactivo de la ascitis maligna o del suero del ani- 

60 mal inyectado. 

La celula secretora de este anticuerpo (el hi- 
bridoma H69) presenta los genes reagrupados de 
las cadenas pesada \i y de la cadena ligera A 
humanas. El hibridoma ha sido obtenido por 

65 fusion entre una celula de la linea de mieloma 
murino NSO (no secretora de inmunoglobulinas y 
deficiente en el enzima hipoxantina guanina fos- 
forribosil transferasa (HGPRT - )) y un linfocito 
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B del bazo de un raton transgenico portador de 
genes de inmunoglobulinas humanos inmunizado 
con celulas de rata transfectadas con la molecula 
humana CD69. 

Los raton es transgenicos utilizados para la ge- 
neration del hibridoma proceden del Instituto Ba- 
braham de Cambridge. Fueron generados por el 
cruce entre ratones portadores de genes humanos 
de la cadena pesada /x y de las cadenas ligeras k 
y A con ratones carentes de los genes endogenos 
de la cadena pesada fa y de la cadena ligera k. 
Los ratones fueron utilizados como parte del pro- 
yecto conjunto europeo BI04-CT97-2284 del pro- 
grama "Biotechnology" donde participan un total 
de 6 laboratorios, uno de los cuales correspon- 
den al anteriormente mencionado Instituto Ba- 
braham. El suero de todos los ratones fue tes- 
tado por ELISA para confirm ar la secretion de 
anticuerpos IgM humanos. 

Los ratones transgenicos resultantes del cruce 
fueron inmunizados con celulas de rata RBL-2H3 
transfectadas con la molecula quimerica que con- 
tiene la porcion extracelular de la molecula. hu- 
mana CD 69 con un peso molecular de 40 kDa 
y los linfocitos B del bazo del raton inmunizado 
fueron fusionados con celulas de mieloma murino 
NSO. El hibridoma fue seleccionado por secre- 
tar inmunoglobulina humana del isotipo IgM me- 
diante ELISA y por su capacidad de reconoci- 
rniento de las celulas inmunizantes R.BL transfec- 
tadas con CD 6 9 humano por inmunofluorescencia 
indi recta en un citometro de flujo. El anticuerpo 
no reconoce a las celulas de rata RBL sin transfec- 
tar, ni tampoco a los linfocitos T ni a las celulas 
Jurkat sin activar (dado que no expresan el mar- 
cador CD 69). Sin embargo, el anticuerpo es ca- 
paz de reconocer la molecula CD 69 en linfocitos 
de sangre per if erica y en celulas T Jurkat activa- 
dos por el ester de forbol PMA (ver Figura 1), y 
su patron de reconocimiento es comparable a la 
de otros dos anticuerpos control que reconocen la 
molecula CD69 (ver Figura 2). 

Para la obtencion del hibridoma productor 
del anticuerpo monoclonal humano H69 se pro- 
cedio a su donation reaiizando repetidas dilucio- 
nes h'mite hasta asegurar la monoclonalidad del 
hibridoma. El hibridoma seleccionado secret a 2-5 
//g/rnl del anticuerpo monoclonal H69 en culti- 
vos celulares convencionales, y es posible la pro- 
duction de h'quido ascitico en ratones SCID. 

El patron de reconocimiento del anticuerpo 



monoclonal humano H69 se determino mediante 
tecnicas de inmunofluorescencia indirecta utili- 
zando celulas de rata RBL transfectadas para la 
molecula humana CD69 y con las mismas celulas 
sin transfectar, asf como suspensiones celulares de 
linfocitos de sangre periferica y celulas T Jurkat, 
ambos activados o no con ester de forbol. 

El antigeno reconocido por el anticuerpo es la 
molecula humana CD69. El peso molecular de la 
molecula reconocida por el anticuerpo, determi- 
nado por Western blot en las celulas transfecta- 
das, es de 40 kDa, que corresponde al peso mole- 
cular esperado de la protema CD69 transfectada 
(proteina quimerica CD69/CD23) en las celulas 
de rata RBL y que solo presenta la porcion ex- 
tracelular de la molecula CD69. Asimismo, se 
confirmo que el anticuerpo reconoce la molecula 
CD 69 mediante comparacion del Western blot con 
un anticuerpo murino anti-CD69 y tambien me- 
diante inmunoprecipitacion. La banda inmuno- 
precipitada con el anticuerpo murino del Dr. San- 
chez Madrid es reconocida por nuestro anticuerpo 
humano h AIM- 29, confirm ando que reconocen la 
rnisma. molecula (Figura 2). 

Ventajas del producto. posibles aplicacio- 
nes 

El producto de la invention es un anticuerpo 
monoclonal humano hAIM-29 que reconoce de 
forma espetifica a la molecula CD69 humana, que 
corresponde a una molecula de activation rnuy 
temprana de los linfocitos. 

El anticuerpo podria ser utilizado en terapia 
humana en aquellas patologias donde el paciente 
presente una exagerada activacion linfocitaria que 
le conlleve a un dano organ ico, como en casos de 
enfermedades autoinmunes y otras enfermedades 
inflamatorias graves. 

Este anticuerpo podria ser utilizado en terapia 
complementaria/opcional a las existentes actual- 
mente en el caso de enfermedades inflamatorias 
y autoinmunes, ofreciendo a los pacientes una al- 
ternativa terapeutica. El hecho de que este anti- 
cuerpo sea humano en toda su composicion pro- 
teica, tanto sus cadenas pesadas como ligeras, le 
hace ser de eleccion en aquellas terapias en las que 
se estan utilizando anticuerpos murinos y donde 
una respuesta inmunitaria de los pacientes que 
las reciben inutilizan el tratamiento. Este anti- 
cuerpo, al ser humano en su totalidad, no seria 
rechazado por los pacientes que lo recibieran, lo 
que permitiria la efectividad de la terapia. 
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REIVINDICACIONES 

1. Anticuerpo monoclonal humano hAIM-29, 
que reconoce de forma espedfica a la molecula 
humana CD69. 5 

2. Anticuerpo monoclonal humano hAIM-29, 
segun la reivindicacion 1, de isotipo inmunoglo- 
bulina M (IgM) con cadenas pesadas humanas 
fi y con cadenas ligeras humanas A, que se ca- 
racteriza por reconocer de forma especi'fica a la io 
molecula humana CD69. 

3. Anticuerpo monoclonal humano hAIM-29, 
segun la reivindicacion 1 , que es producido por el 
hibridoma denominado H69. 

4. El Hibridoma H69, productor del anti- 15 
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55 NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva 
del art. 167.2 dol Convonio do Pat.ent.es Euro- 
peas (CPE) y a la Disposicion Transitoria del RD 
2424/1986, de 10 de octubre, relative a la aplicacion 

60 del Convenio de Pat.ente Enropea, las patentes euro- 
peas que designen a Espana y solicitadas antes del 
7-10-1992, no produciran ningun efecto en Espana 
en la medida en que confieran proteccion a produc- 
tos quimicos y farmaceuticos como tales. 

65 

Esta inforinacion no prejuzga que la patente este o 
no inclufda en la mencionada reserva. 



cuerpo monoclonal humano hAIM-29 segun la rei- 
vindicacion 3, procede de la fusion de linfocitos B 
de bazo de ratones transgenicos BAB5 (portado- 
res de genes humanos para cadena pesada \i y 
ligeras k y A, y carentes de los genes murinos de 
cadenas pesadas y ligera /c), con celulas de mie- 
loma murino NSO. 

5. Anticuerpo monoclonal hAIM-29, segun la 
reivindicacion 1, para el tratamiento de procesos 
inflamatorios donde se requiera la elirninacion de 
celulas linfocitarias activadas (v.g. enfermedades 
autoinmunes como la artritis reumatoide). 

6. Uso del anticuerpo hAIM-29 de la reivindi- 
cacion 1 para la preparacion de un medicamento 
para utilizacion en terapia humana. 
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